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1. 要旨 
【背景】 
破裂脳動脈瘤によるくも膜下出血 (Subarachnoid Hemorrhage; SAH) の発症から2週
以内に起こりうる遅発性脳虚血 (Delayed Cerebral Ischemia; DCI) は、SAH最大の予後
規定因子である。DCIは脳血管攣縮が原因と考えられていたが近年、早期脳損傷 (Early 




(Cortical Spreading Depolarization; CSD) などが複合的に関与し細胞障害性変化が誘導
され、最終的に神経細胞死、内皮細胞死に至る病態と考えられている。 
EBIに対する治療において我々が注目しているラパマイシン (Rapamycin; RAP) は、




Janus Kinase/Signal Transducer and Activator of Transcription 3 (JAK/STAT3) 経路と










7週齢のC57BL/6N系統の雄マウス (23-26 g) 40匹に対し、混合注射麻酔下で右側脳
室に薬剤注入用のカニューレを留置した。動物を1) 生理食塩水 (Control群) 、2) RAP
群、3) Stattic (STAT3阻害薬; 20 mg/kg) + RAP (STAT群)、4) PD98059 (ERK阻害薬; 1                                                                                                                                          
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血流指標 (%vascularity; 3D再構成にて描出した前方循環系の血流信号の分布割合) な
らびに脳組織酸素飽和度 (SbtO2) を経時的に記録した。心機能の指標としてDoppler
エコーにより大動脈流出路における流速のVelocity-Time Integral (VTI) を測定し大動
脈基部の短軸径から心拍出量 (Cardiac Output; CO) を算出した。小動物用MRIを用い
て血腫量によるGrade分類、新規脳梗塞をT2*強調像、T2強調像、拡散強調像で評価し







 Neuroscore (神経機能) は1日目で4群とも低下しその後3日目まで上昇となったが
RAP群は他3群と比べ上昇する数値が有意に高かった。Total Distance (運動機能) は1
日目で4群共に低下しその後3日目まで上昇傾向となったが3日目で初めてRAP群が他
3群に比べ上昇数値が有意に大きかった。 
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2. 研究背景 
I  SAHとEBI  




SAH の予後は最初の出血による重症度と出血後約 2 週間以内に発症する合併症に
寄るところが大きい [2]。特に数日から約 14 日後に約 4 割の患者で発生する遅発性脳
虚血 (Delayed Cerebral Ischemia; DCI) は突然の意識レベル低下や限局性神経障害と
して出現し脳梗塞へ移行することにより重度の後遺症や死亡に至る最大の予後規定
因子とされている (図 1) [3]。これまで DCI の原因は脳血管攣縮 (Vasospasm) と考え
られてきた。しかし近年の研究で症候性脳血管攣縮が DCI に占める割合は約 50%と
報告されている [4]。残り 50%の原因として早期脳損傷 (Early Brain Injury; EBI) を中
心に微小血管攣縮・微小塞栓、大脳皮質拡延性抑制 (Cortical Spreading Depolarization; 
CSD) 、静脈還流障害などが複合的に関与していると考えられている [5]。 
CSD は出血直後から生じる大脳皮質への機械的、電気的、化学的な刺激による神経
細胞やグリア細胞の脱分極が引き金となり、カリウムイオンやグルタミン酸の拡散に
より同心円状に灰白質を 2～5 m/min で伝播する神経脱分極波である。障害を受けた
脳組織では CSD が連続して起こることにより微小循環障害や 2 次的脳障害から組織
の虚血となることが DCI の要因と考えられている。CSD は病態として広義の EBI と
も言われているが脳組織障害の機序として同様に重要な現象である [6]。いずれにせ
よこれまで行われてきた脳血管攣縮の管理を主体とした治療だけでは不十分である
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の脳灌流圧の改善を目的とした強心薬による Hyperdynamic 療法の適応が DCI 治療の
鍵となることを明らかにするとともに、脳循環・全身循環の双方に対する低侵襲マル
チモダリティモニタリングの有用性を提唱した [9-17]。一方基礎研究ではマウスの
SAH モデルを用いて脳 MRI や神経行動試験を通して DCI の原因となりうる急性期循
環動態について詳細な分析を加えてきた [18-25]。しかし DCI 発症の根本ともいえる
EBI の病態制御や薬物介入の可能性に関しては依然として不明な点が残されている。 
 











Hypoxia-Inducible Factor-1α (HIF-1α) や、血管壁の平滑筋細胞から放出されるダメー
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ジ関連分子パターン (Damage-Associated Molecular Patterns; DAMPs) として知られる
High Mobility Group Box 1 (HMGB1) 、血管内皮の組織修復や炎症に関与する
Matricellular Protein の 1 つである Teneicin-C などは前述の機序と合わせて今後 EBI の
治療につながる有望な因子として今後さらなる研究成果が期待されている [32]。 
このような病態が解明されるにつれて EBI が進展し脳血管攣縮とは異なる機序で




Ⅲ. SAH の合併症 
 SAH の合併症は 2 次的に脳障害のリスクを増加させ死亡率、機能的予後などに大き
な影響を与える。特に循環器・呼吸器系の合併症は DCI のリスクを高める。呼吸器合
併症には神経原性肺水腫、誤嚥性肺炎、肺塞栓症などの頻度が高く SAH 患者の約 30%
に発症すると言われている[33]。循環器合併症は良性の心電図異常から心原性ショッ
クを呈し大動脈内バルーンポンピング (Intra-Aortic Balloon Pumping; IABP) を必要と
するものまで様々である [34]。SAH 患者を対象に心拍出量の連続モニタリングを行
った研究では心臓拡張末期容量係数 (Global End Diastolic Volume Index; GEDI) 、体血




で測定し得た心拍出量 (Cardiac Output; CO) を用いた。 
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シスを減少させ EBI を原因とする DCI 発症を抑制する治療戦略は十分に期待が持て
る。 
 ラパマイシン (Rapamycin; RAP) はイースター島の土壌から発見された
Streptomyces hygroscopics という放線菌が産生するマクロライド系物質として開発さ
れた薬剤である。RAP は Mammalian Target of Rapamycin (mTOR) の特異的阻害薬であ




ファジーに関わる AGT 遺伝子の発現は mTOR によって制御されているため、RAP は
オートファジーの促進薬として様々な研究で用いられている。外傷性脳損傷や脳虚血




 脳動脈瘤破裂の処置を初期治療と考えると、SAH の急性期治療の目的は“脳の 2
次損傷を最小限に留めること”つまり DCI 発症を抑制することである。以前は DCI
の原因として脳血管攣縮がほぼ 100%と考えられていたが、近年の研究では前述の通








をはじめとする多面的効果により EBI に起因すると思われる脳神経障害、SAH の合
併症としての CO 低下等を抑制することで脳の 2 次損傷となる DCIの回避に繋がると
いう仮説を立てた。 
 
Ⅴ. JAK/STAT3 経路と ERK1/2 経路 
 近年、RAP の前投与が虚血再灌流後の心筋や神経保護に有効であり、その機序とし
て Janus Kinase (JAK) 下流の転写因子である Signal Transducer and Activator of 
Transcription 3 (STAT3) 経路 (JAK/STAT3 経路) の活性化が重要な役割を担っている
可能性が指摘されている (図 3) [42-45]。さらに RAP は JAK/STAT3 と ERK1/2 依存性
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リン酸化シグナル伝達系間の cross talk により虚血再灌流の軽減に働くことも推測さ
れている (図 4) [42,46]。 
 しかし RAP による EBI 制御に関する研究について筆者の渉猟し得た限りでは、分
子生物学レベル (in vitro) での実験系が主体であった [47-49]。次のステップとなる




 本研究の目的は、1) マウスの SAH モデルを作成し、作成後早期に RAP を投与する
ことで死亡率、脳梗塞発症率、神経行動機能の転帰改善が得られるか。2) mTOR 経路
は RAP の神経保護作用の主たる経路であることは既に知られている。しかし近年
JAK/STAT3 経路及び ERK1/2 経路と mTOR 経路との間で cross talk の存在を指摘する
報告がある [42-46]。今回 Stattic、PD98059 を併用することで RAP による効果の変化





受け承認を得て実施した (2018 加動-024)。 
 
Ⅰ. 実験動物 
 実験には 7週齢のC57BL/6N系統の雄マウス (体重 23～26 g) を日本 SLC (静岡県浜
松市) より購入して使用した。搬入後、室温、湿度、明暗条件 (12 時間サイクル; 点
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灯/消灯時間; 9 時/21 時) のコントロールされた飼育室内で管理した。その後 1 週間
の順応期間をおいた。各個体を①Control 群; 生理食塩水、②RAP 群、③STAT 群; Stattic 
(STAT3 阻害剤; 20 mg/kg) + RAP、④PD 群; PD98059 (ERK 阻害剤; 1 mg/ kg) + RAP の 4
群に分類した。①はコントロール、②は RAP 単独投与による mTOR 抑制作用による
効果の確認を行う、③は JAC/STAT3 経路を阻害することで、④は ERK 経路を阻害す
ることで RAP による mTOR 経路抑制作用による効果に対する変化を確認する目的が
ある。 
mTOR 阻害薬 RAP (PubChem CID: 5040; LC laboratories, Woburm, MA, USA) 、
STAT3 阻害薬 Stattic (PubChem CID: 2779853; Sigma Aldrich, St.Louis, MO, USA) 、ERK
阻害薬 PD98059 (PubChem CID: 4713; Sigma Aldrich) を各々薬品メーカーより購入し
て使用した。脳室内投与 (Intracerebroventricular Injection; i.c.v.) 用の RAP は、50 mM/2 
μL 溶液 (DMSO に溶解して 5 mM 溶液を作成し生理食塩水で希釈して最終濃度を 25 
μM とした) を作成した [50]。その他の薬剤は生理食塩水にて 1 回の投与量が約 0.5
～0.7 cc となるように希釈調整した。 
 
Ⅱ. SAH モデルマウス作成 
 まず SAH モデル作成前にメデトミジン (0.3 mg/ kg) 、ミダゾラム (4 mg/ kg) 、ブ
トルファノール (5 mg/ kg) の腹腔内注射 (Intraperitoneal Injection; i.p.) による混合注
射麻酔下で、常法に従い脳定位固定装置を用いて右側脳室に薬剤微量注入用のカニュ
ーレ (外径 0.7 mm、長さ 6 mm) を留置した [51]。1 週間の回復期間を設けた後、Stattic
もしくは PD98059 は麻酔導入後 (RAP 投与約 30～40 分前相当) に腹腔内注射による
全身投与 (i.p.) を行った。SAH は左内頚動脈先端部を 5-0 ナイロン糸で穿通する
Endovascular Perforation 法により作成した (図 5) [20]。SAH 作成約 30 分後にマイクロ
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シリンジポンプを用いて RAP もしくは生理食塩水の i.c.v.を 1 μL/ min.の速度で実施
した [40]。なお、出血は術直後約 1 時間で施行した MRI にて確認した。 
 
Ⅲ. 測定機器と手技 








フトウェア（Vevo LAB; FUJIFILM VisualSonics）を用いて、スキャンされた脳体積（ス
テップサイズは ±15 枚の冠状スライスについて基底神経節レベルから0.2 mm、スキ
ャン時間7 分21 秒）内の指標 （%vascularity）を計算した [52]。脳組織酸素飽和度
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イソフルラン麻酔下で小動物用1.05テスラMagnetic Resonance Imaging (MRI) スキ
ャナー (M7 Compact MRI; Aspect Imaging, Shoham, Israel) により、whole-brainでの画像
収集を行った。正確な頭位の確認はFast Spin Echo (FSE) 法によるT2強調画像 (FOV 
22 × 22 mm; スライス厚 1 mm; TR/TE 3,000/56.6 ms; 位相マトリクスサイズ 128 × 
128; resolution 171 μm; スキャン時間 14 分) を基本コントラストとし、Gradient Echo  
(GRE) 法によるT2*強調像 (T2*WI) (FOV 25 × 25 mm; TR/TE, 250/5 ms; flip angle 45º; 
位相マトリクスサイズ 128 × 128 × 50; resolution 195 μm; スキャン時間 11 分44 秒) 、
FSE法による拡散強調像 (Diffusion-Weighted Images; DWI) (FOV 25 × 25 mm; スライ
ス厚 1 mm; TR/TE 1,500/40 ms; 位相マトリクスサイズ 128 × 128; b-value, 1,005; large 
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神経行動機能評価 
 神経学的スコア (Neuroscore) 及びオープンフィールドテストを用いてSAH後の神
経行動機能を評価した。 
 NeuroscoreはGarcia Neurological Testと言われるマウスの様々な感覚運動障害につい
て評価する複合神経試験である。虚血による神経損傷、運動性能に対する新規化学物
質の影響を評価するのに非常に適していると言われている一般的な方法である。6つ
のテストを使用してポイント化していく。1. Spontaneous Activity、2. Symmetry in Four 
Limb Movement、3. Forepaw outstretching、4. Climbing、5. Body Proprioception、6. Response 
to Vibrissae。最高スコアは18点である。対象の割り付け内容を伏せた1名の盲検観察
者が、1段階ずつ上がる (スコアが高い方が良い機能であることを示す) 3～18段階の
神経学的スコアを評価した (表1) [55]。 
 オープンフィールドテストはマウス用の角型オープンフィールド (50×50×50 cm)を
用いた。各マウスを視野の中心に置き行動及び自発運動をCCDビデオカメラ及びコ
ンピューター分析システム (Videotrack; ViewPoint, Lyon, France) を用いて10分間モ
ニターした。全移動距離 (自発運動量) 及び中央部 (中心部から30×30 cm以内) 移動


















Grade 1 (脳室内血腫を伴わない最小/限局性SAH。血腫は0.5 mm以下かつ2スライス
以下で見られる)、Grade 2 (脳室内血腫を伴う最小/限局性SAH)、Grade 3 (脳室内血腫
を伴わず厚く/びまん性SAH。血腫は0.5 mmより厚い又は3スライス以上で見られる)、
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Ⅴ. 統計解析 







規分布を示したデータは、一元配置 (群内比較) もしくは二元配置 (群間比較) 分散
分析 (analysis of variance; ANOVA) を用い、post-hocテストとしてBonferroni–Dunn法に
よる多重比較を行った。正規分布を呈さない場合はノンパラメトリック手法として、






群 n = 11; RAP群 n = 10; STAT + RAP群 n = 10; PD + RAP群 n = 9)の生理学的値は同
等であった (表2)。StatticまたはPD98059で前処置されたことによる循環・呼吸パラメ
ータの影響は見られなかった。合計40匹のマウスのうち、6匹 (15%) がGrade 1、2匹 
(5%) がGrade 2、19匹 (47.5%) がGrade 3、13匹 (32.5%) がGrade 4であった。4つの実
験群間でのGrade分布に有意差はなかったが (P=0.97)、RAP群は研究期間内 (3日間以
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Ⅳ. 各実験でのSTAT3阻害剤、ERK1/2阻害剤の効果 
 各実験群での STAT3+RAP群と PD+RAP群との結果を横断的にみると脳梗塞発症率、
死亡率、%vascurality、SbtO2、神経機能、運動機能において RAP による効果を著明に
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10.  図 
 
図 1  くも膜下出血による急性期反応：脳および全身循環に及ぼす影響 
 
SAH, Subarachnoid Hemorrhage: くも膜下出血; EBI, Early Brain Injury: 早期脳損傷;  
DCI, Delayed Cerebral Ischemia: 遅発性脳虚血. 
 
くも膜下出血後数日から約 14 日後に発症する DCIは脳梗塞へと移行し重度の後
遺症や死亡に至る重要な予後規定因子である。 
DCI の原因は vasospasm が約 50%で他の原因として EBI、CSD、微小血管攣縮・
微小塞栓症、静脈還流障害など複合的に関与している。 
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図2  mTORによる脳神経制御機序の多面性 
 
mTOR, Mammalian target of rapamycin; PI3K, Phosphoinositide 3-kinase;  
 
Akt, Protein Kinase B; PI3K, Phosphatidylinositol-3 Kinase 
 
PTEN, Phosphatase and tensin homolog; TSC1, Tuberous Sclerosis Complex 1 
 
Rheba, Ras Homolog Enriched in Brain 































図 3 SAHと mTOR経路を介したオートファジー制御機構 (仮説) 
mTOR, Mammalian target of rapamycin; JAK, Janus kinase; 
 
ERK, Extracellular signal-regulated kinase; BBB, Blood-Brain Barrier 
 
STAT, Signal transducer and activator of transcription; ; CBF, Cerebral Blood Flow 
Cross-Talk ? Cross-Talk ? 
SAH 発症後 mTOR を介したオートファジー抑制により BBB 破綻、脳灌流低
下、髄液循環障害からアポトーシスの惹起、炎症・酸化ストレス、CSD 等によ
り脳障害が進行し最終的に脳梗塞を発症する。また mTOR 経路と JAK/STAT3 経
路、ERK1/2 経路間に cross talk の介在の可能性を示唆している。 






mTOR, Mammalian target of rapamycin; ERK, Extracellular signal-regulated kinase;  
 
STAT, Signal transducer and activator of transcription.; JAK, Janus kinase; 
 
PI3K, Phosphoinositide 3-kinase; Akt, Protein Kinase B;  
 
MEK1/2, MAPK/ERK Kinase: MAPK, Mttogen-Activated Protein Kinase; 
 
EGFR, Epidermal Growth Factor Receptor; 
図4  mTORにおけるJAK-STAT3とERK1/2シグナル伝達経路の関与 
  図 3 と関連し RAP は JAK/STA3 と ERK1/2 依存性リン酸化シグナル伝達経路間
の cross talk を介しても脳虚血障害の軽減に作用する可能性が推察された。 
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図5  マウスにおけるEndovascular Perforation Method 
左外頚動脈 (ECA; External Carotid Artery) 起始部をテンポラリークリップにて血
流の一時遮断を行い、遠位端を結紮してその盲端より5-0monofilamentナイロン糸を総
頚動脈 (CCA; Common Carotid Artery) 側に逆行性に挿入する。クリップを解除しつつ
内頚動脈側にナイロン糸を進め、頭蓋内に誘導して終末部の前大脳動脈 (ACA; 
Anterior Cerebral Artery) 起始部付近の頭蓋底部で血管穿通してSAHを作成する。その
後、速やかにナイロン糸を引き抜き外頚動脈端を結紮する。 
 出血は1時間後のMRI画像にて確認を行っている。 
ACA, Anterior Cerebral Artery; MCA, Middle Cerebral Artery; 
ICA, Internal Carotid Artery; PCA, posterior Cerebral Artery;  
SCA, Superior Cerebellar Artery; BA, Basilar Artery; CCA, Common Carotid Artery; 
ECA, External Carotid Artery 
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図6  マウスSAHモデルにおける経頭蓋超音波/光音響共鳴画像 (US+PA) と心臓超
音波 (UCG) を用いた生体イメージングの実験セットアップ 
動物をイソフルランマスク吸入麻酔下で仰臥位とし、腹側からUCGプローブを、
背側からUS+PAプローブをそれぞれ照射して画像収集を行う。 
・PA (%vascurality) ; 3D再構成にて描出した前方循環系の血流信号の分布 
・US (SbtO2) ; 2波長を用いB Mode Imagingで同時記録された脳の冠状断における酸素
飽和度パラメトリックマップ 
 
US; (Transcranial) Ultrasound Imaging 
UCG; Ultrasound Cardiography 
PA; Photoacoustic imaging 
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図7  小動物用超音波エコーにおける心拍出量計測 
左室流出路を大動脈弁直前の直径 (R) で測定する。速度時間積分値 (Velocity-Time 
Integral; VTI) は、パルスドップラー法を用いた血流速度の記録からそのピーク値を自
動トレースにより計測し、下記計算式より1回拍出量 (Stroke Volume; SV) と心拍出量 
(Cardiac Output; CO) を算出する。 
SV = π x (R/2)2 x TVI 
CO = SV x Heart rate










EP, Endovascular Perforation; i.c.v., intracerebroventricular injection;  
OFT, Open-Field Test; ISO, Isoflurane; US, Transcranial & Cardiac Ultrasound Imaging; 
PA, Photoacoustic Imaging; MRI, Magnetic Resonance Imaging. 
 
SAH 作成前 (ベースライン) と SAH 発症直後 (約 60 分以内)、1 日目、3 日目
の 4 つの時点で画像撮影を行った。麻酔を開始する前に 1 日目と 3 日目に神経
行動テストを実施した。 
全ての画像はイソフルランの吸入麻酔下で行った。 
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図9  小動物用MRI T2*強調像 (T2*WI) によるマウスSAHモデルの血腫量分類 
 
A, Grade 1: minimal/localized SAH (Hematoma ≤ 0.5 mm thick and visible in ≤ 2 slices). 
B, Grade 2: minimal/localized SAH with intraventricular hemorrhage (IVH). 
C, Grade 3: thick/diffuse SAH (Hematoma > 0.5 mm thick or visible in > 2 slices). 
D, Grade 4: thick/diffuse SAH with IVH. 













上段：脳梗塞非発症例。下段：脳梗塞発症例: 左前頭葉に拡散強調像 (DWI)、 
T2強調像 (T2WI) にて高信号を呈している。 
いずれもMRI T2*WIでのgrade 4 (SAH+IVH) の例を示した。 
 
; 脳室内出血 (IVH; Intraventricular Hemorrhage) 
; SAH 
; 急性期脳梗塞像 
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図11  脳梗塞の発症率 (A)と死亡率 (B) 
SAH後のマウスにおける新たに発症した脳梗塞 (A) および死亡率 (B) に対する、
ERK、STAT3阻害剤の存在下および非存在下でのラパマイシン投与の効果。  
*P< 0.01 vs. Control; cross-tabulation analysis 
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図12  SAH急性期の循環動態変化の一例 
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図13  SAH急性期の循環動態の推移 
SAH誘発前後の各実験群についての%Vascurality (A)、SbtO2 (B)、及び CO (C) の経時
変化。*P<0.05 vs. Control、†P <0.05 vs. STAT+RAP、#P<0.05 vs. PD+RAP; two-way 
ANOVA with post hoc Bonferroni-Dunn test.  
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図14  SAH後の体重および神経行動機能評価の推移 
SAH発症前後の各実験群における体重の推移 (A) と神経行動学パラメータ (B: 
Neuroscore; C, D: Open-field test)  *P<0.05 vs. Control; †P <0.05 vs. STAT+RAP; #P<0.05 
< 0.05 vs. PD+RAP; two-way ANOVA with post hoc Bonferroni–Dunn test. 
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11. 表 
表１. Neuroscore (modified Garcia Test) : 感覚運動障害に関する神経学的検査 
Score  
(3 - 18pts) 
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表２. SAH作成前後の循環呼吸パラメータの推移 












459 ± 41 
463 ± 45 
442 ± 46 
451 ± 48 
447 ± 45 
455 ± 48 
439 ± 49 
448 ± 46 
428 ± 50 
432 ± 52 
426 ± 50 







1,341 ± 148 
1,331 ± 139 
1,419 ± 142 
1,338 ± 135 
1,347 ± 148 
1,315 ± 135 
1,314 ± 144 
1,283 ± 146 
1,079 ± 128*,† 
1,105 ± 135*,† 
1,038 ± 142*,† 







43.5 ± 3.8 
43.1 ± 4.2 
43.7 ± 4.1 
43.9 ± 4.1 
42.4 ± 3.9 
43.3 ± 3.6 
43.5 ± 4.6 
42.8 ± 4.4 
36.2 ± 3.6*,† 
37.0 ± 3.5*,† 
36.8 ± 3.7*,† 







27.8 ± 4.9 
28.8 ± 5.5 
27.9 ± 5.2 
29.4 ± 3.0 
27.3 ± 5.3 
28.9 ± 4.7 
27.1 ± 5.0 
27.0 ± 5.1 
22.0 ± 4.3*,† 
23.0 ± 4.4*,† 
22.5 ± 3.2*,† 
22.2 ± 4.0*,† 




97 ± 2 
98 ± 2 
97 ± 2 
97 ± 2 
97 ± 2 
97 ± 2 
97 ± 2 
96 ± 2 
96 ± 2 
95 ± 2 
96 ± 2 
96 ± 2 
Data are presented as mean ± SD.   
*P <0.05 vs. baseline values (Pre-SAH); †P <0.05 vs. values before i.c.v. injection 
(Pre-SAH). 
SAH, subarachnoid hemorrhage; HR, heart rate; VTI, left ventricular outflow tract velocity 
time integral; SV, stroke volume ; CO, cardiac output; SpO2, blood oxygen saturation; RAP, 
rapamycin (mTOR inhibitor); STAT, Stattic (STAT3 inhibitor); PD, PD98059 (ERK 
inhibitor). 
 
 
 
